
บทท่ี 3  
 
 

วิธีการทดลอง 
 
 

1. วัตถุดิบสมุนไพร 
        เขืองแขงมา (ลําตน) ท่ีมีอายุ 2 ปข้ึนไป เก็บจากอําเภอสันปาตอง จ.เชียงใหม ในชวงเดือน 
พฤษภาคม-มิถุนายน 2549 ทําการตรวจพิสูจนชนิดพืชโดยเทียบกับตัวอยางในพิพิธภณัฑคณะเภสัช
ศาสตร มหาวทิยาลัยเชียงใหม และจัดทํา herbarium specimen เก็บไวท่ีพิพิธภัณฑคณะเภสัช
ศาสตร มหาวทิยาลัยเชียงใหม (No. 005978 และ No. 006066) 
 
2. สารเคมี อุปกรณ และเคร่ืองมือ 

2.1 สารเคมี 
1. Absolute ethanol               Merck, Germany 

2. 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)       Wako, Japan  

3. Lambda Carrageenin               Sigma, USA 

4. Dipotassium peroxidodisulphate                       Carlo Erba Reagent 

5. Ethylacetate                Labscan, Ireland 

6. Glacial acetic acid                Merck, Germany 

7. n-Hexane                  Labscan, Ireland 

8. 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid  Aldrich, USA 

9. L-ascorbic acid                Fisher, Italy 

10. Methanol                 Labscan, Ireland  

11. Nitroblue tetrazolium (NBT)              Sigma, USA 

12. N-naphthylethylenediamine dihydrochloride                       Fluka, Switzerland 

13. Phenazin methosulfate (PMS)                                       Sigma, USA 

14. Quercetin                 ACROS, USA
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15. Reduced β-nicotinamide adenine dinucleotide  

      dinucleotide (NADH)                   Sigma, USA 

16. Sodium nitroprusside               AnalaR 

17. Standard curcumin                Sigma, USA 

18. Standard rutin                Fluka, Switzerland 

19. Sulphanilamide               Fluka, Switzerland 

20. Tris base                 USB   

 
2.2 อุปกรณและเคร่ืองมือ 

1. เคร่ืองช่ังวิเคราะห 
− OHAUS ARC 120 

− SARTORIUS ME 2155 

2. Micropipet 

− GILSON MODEL PIPETMAN P20, P200, P1000 

3. Preparative HPLC 

− SHIMADZU LC-8A 

− Inertsil® PREP-ODS column, 10 x 250 mm (GL Sciences Inc.) 

− UV/VIS detector 

4. Ultraviolet-Visible Spectrophotometer 

− SPECTRONIC GENESYS2 

5. Mass  spectrophotometer 

− JEOL JMS-HX110 spectrophotometer  

6. FT-IR Spectrophotometer 

− NEXUS-465, Thermo Nicolet Electron Corporation FT-IR 

Spectrophotometer  

7. Microplate UV/VIS Spectrophotometer    

− Beckman Coulter 

8. Vortex mixer 

− SUPER-MIXER 1291 
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9. TLC plate (silica gel GF254) ชนิด aluminium sheet ขนาด 20 x 20 ซม. 

− Merck, Germany 

10. pH meter 

− Metrohm 

11. Plethysmometer 

− Ugo Basile, Italy 

12. Rotary evaporator 

13. TLC tank 

14. Soxhlet’s apparatus 

15. Condenser 

16. Round bottom flask 

17. Heating mantle  

− ELECTROMANTLE EM 0500/C MR1, ISOPAD U2/102 

18. Erlenmeyer flask 

19. Beaker 

20. Water bath        

− Heto 

 
3. วิธีการทดลอง  
3.1 การเตรียมวัตถุดิบสมุนไพร 

        นําวัตถุดบิเขืองแขงมา (ลําตน)  มาหัน่ใหเปนช้ินเล็ก ๆ และนํามาอบใหแหงท่ีอุณหภูมิ 50OC 
จากนั้นนําไปบดดวยเคร่ืองบดสมุนไพร 
 
3.2 การเตรียมสารสกัด 

        3.2.1 การสกัดพืชสมุนไพร แบงการสกัดออกเปน 2  กลุมคือ 

            3.2.1.1 สกัดตามความมีข้ัวของตัวทําละลาย 

           สกัดดวยตัวทําละลาย 3 ชนิด เรียงลําดับดังนี้ คือ เอธิลอะซิเตท, เอธานอล    
  โดย Soxhlet’s apparatus  และนํ้า  ใชวธีิ reflux  

3.2.1.2  สกัดดวยตัวทําละลายชนิดเดียว 
           - สกัดดวยเอธานอล  โดยใช Soxhlet’s apparatus  

           - สกัดดวยน้าํ โดยใชวธีิ reflux   
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 3.2.2 การทําใหสารสกัดแหง 
          3.2.2.1 สารสกัดจากตัวทําละลายอินทรียทําใหแหงโดยการระเหยตัวทําละลายภายใต 
                        ความดันตํ่า 

3.2.2.2 สารสกัดน้ํา ทําใหแหงโดยวิธี spray dry  
 
3.3 การศึกษาฤทธ์ิตานการอักเสบในสัตวทดลอง  

1. การเตรียมสัตวทดลอง 
  สัตวทดลองท่ีใชเปนหนูขาว พันธุ Sprague-Dawley เพศผู น้ําหนัก 180 - 200 
 กรัม ทําการควบคุมสภาพแวดลอมของหองเล้ียงสัตวทดลองใหมีแสงสวาง 12 ช่ัวโมง และ
 มืด 12 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 23.5 ± 0.5OC ไดรับน้ําและอาหารโดยไมจํากัด 
        2. Carrageenin-induced rat paw edema(41) 
  - ช่ังน้ําหนักของหนูทดลอง แบงหนูออกเปน 7 กลุม กลุมละ 6 ตัว โดย 

  กลุมท่ี 1  กลุมควบคุม ไดรับ 5 % polysorbate 80 (Tween 80®) 

  กลุมท่ี 2  กลุมยามาตรฐาน ไดรับแอสไพริน 300 mg/kg โดยการปอน 
กลุมท่ี 3-5 กลุมตัวอยาง ไดรับสารสกัดท่ีสกัดตามความมีข้ัวของตัวทํา

ละลาย โดยเรียงลําดับดังนี ้ คือ สารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท  100 

mg/kg, สารสกัดสวนเอธานอล 400 mg/kg และสารสกัดสวน
น้ํา 400 mg/kg  โดยการปอน 

  กลุมท่ี 6  กลุมตัวอยาง ไดรับสารสกัดเอธานอล 400 mg/kg โดยการปอน 

กลุมท่ี 7  กลุมตัวอยาง ไดรับสารสกัดน้ํา 400 mg/kg โดยการปอน 
 

- ทําการวดัขนาดของอุงเทาหนูแตละตัวกอนฉีด carrageenin โดยใช                      
plethysmometer  
- ปอนหนแูตละกลุมดวยสารท่ีจะทดสอบ หลังจากนั้น 30 นาที ทําการกระตุนให
เทาหนูเกิดการบวมโดยการฉีด 0.05 ml 1%  carrageenin เขาท่ีอุงเทา 
(subplantar injection)  
- วดัขนาดของอุงเทาหนู ท่ีเวลา 1, 3 และ 5 ช่ัวโมงหลังฉีด carrageenin และทํา
การเปรียบเทียบขนาดของอุงเทาหนูท่ีบวมข้ึน  ณ เวลาตาง ๆ โดยใชสมการ 
 EVx = PVx  - PV0 

 % EIx = EVx ของกลุมควบคุม – EVx ของกลุมทดลอง   x  100 

    EVx ของกลุมควบคุม 
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เม่ือ EVx = edema volume (ml) ท่ีเวลา x 

 PVx = paw volume (ml) ท่ีเวลา x 

 PV0 = paw volume (ml) กอนฉีด carrageenin 

 % EVx = % edema inhibition ของยามาตรฐานหรือสาร 

ตัวอยาง ท่ีเวลา x 
 
3.4 การศึกษาฤทธ์ิตานออกซิเดชัน  
3.4.1 ABTS Method(22) 

1. เตรียม ABTS +•  stock solution โดยผสม ABTS 7 mM กับ K2S2O8 2.45 mM ใน
อัตราสวน 1 : 0.5 mole/mole ต้ังท้ิงไว 12 ช่ัวโมงเพ่ือใหเกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณ 

2. เตรียม working solution ABTS +•  โดยนํามาเจือจางดวย absolute alcohol แลว
นําไปวดัคา absorbance ท่ี 734 nm ใหไดคาประมาณ 0.7-0.9  

3. เตรียมสารมาตรฐาน Trolox ใหมีความเขมขน 2.5, 2.0, 1.5, 1.0, 0.5 และ 0.1 mM 

และนําไปวัดคา absorbance ท่ี 734 nm เพื่อเตรียมกราฟมาตรฐาน 

4. วัดคา absorbance ของสารละลายตัวอยาง และคํานวณหาคา % Inhibition  เปรียบเทียบ
กับสารมาตรฐาน Trolox  

% Inhibition =  100
A

)AA(

reagent

dardtansreagent ×
−

 

เม่ือ Areagent = คา Absorbance ของ working solution ABTS +•  
 Astandard = คา Absorbance ของตัวอยาง 
 

3.4.2 Scavenging effect on nitric oxide assay(23, 24) 

              อนุมูลอิสระ nitric oxide เตรียมข้ึนโดยใช sodium nitroprusside (SNP) และวิเคราะห
โดยใช griess reagent ซ่ึงประกอบดวย 1 % sulfanilamide และ 0.1 % 

naphthyletylenediamine dihydrochloride ใน 2 % H3PO4 การทดสอบเร่ิมจากเตรียม
สารละลาย SNP ความเขมขน 100 mM ใน Phosphate buffer saline (pH 7.4) หลังจากนัน้บม
สารละลาย SNP กับสารมาตรฐานหรือสารตัวอยางท่ีความเขมขนตาง ๆ ณ อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 150 นาที หลังจากนัน้เติม Griess reagent ในอัตราสวน 1:1 แลวนาํไปวดัคา
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm. โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน curcumin แลวแปร
ผลออกมาเปนคา EC50 (effective concentration (EC50)) 
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3.4.3 Scavenging effect on superoxide anion assay(25) 

              อนุมูลอิสระ superoxide anion เตรียมข้ึนโดยใชระบบ phenazine methosulfate 

(PMS) และ reduced β-nicotinamide adenine dinucleotide dinucleotide (NADH) โดย
การเกิดออกซิเดชันของ NADH ดวย PMS และวเิคราะหโดยอาศัยการเกิดรีดักชันของ nitroblue 

tetrazolium (NBT) วิธีทดสอบทําไดโดยการผสมสารละลาย NADH ความเขมขน 78 μM กับ
สารละลาย NBT ความเขมขน 50 μM ใน phosphate buffer saline (pH 7.4) จากน้ันเติมสาร
มาตรฐาน หรือสารตัวอยางท่ีความเขมขนตาง ๆ และเติมสารละลาย PMS ความเขมขน 10 μM 

เพื่อเร่ิมปฏิกิริยา และต้ังท้ิงไวท่ีอุณหภมิูหอง 5 นาที จากนั้นนํามาวดัคาการดูดแสงท่ีความยาวคล่ืน 
560 nm. โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน L-ascorbic acid แลวแปรผลออกมาเปนคา 50 % 
(effective concentration (EC50)) 
 
3.5 การแยกและการทําใหบริสุทธ์ิควบคูกับการตรวจสอบฤทธ์ิตานออกซิเดชัน 

 
Crude extracts 

          

     ทดสอบฤทธ์ิ 
 
 

Active fraction    Inactive fraction 
          - แยกดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟ 
           - ทดสอบฤทธ์ิ 
      
 
      Active fraction    Inactive fraction 
  
                         - แยกดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟ 
                         - ทดสอบฤทธ์ิ 
 
     Pure compound 

 
ภาพ 6 แผนภมิูแสดงการแยกสารโดยอาศัย Bioassay guide isolation 

 
 
 
 
 
 



 32 

เขืองแขงมา (ลําตน) 1.5 kg 
      Soxhlet’s apparatus ดวย EtOAC, EtOH และ reflux ดวยน้ํา  
     ทําใหเขมขน 
 

EtOAc extract (50.51 g)   EtOH extract   Water extract 
     (161.48 g)                  (14.67 g)  
 
LR-A1         LR-A2         LR-A3…..         LR-A6                 LR-A7           LR-A8….    LR-A11 
 
LRA6-1                      LRA6-2                       LRA6-3          LRA6-4        LRA6-5…..     LRA6-11     
 

 
 

LRA6-3-09       LRA6-3-10 
 
 

LR-007                    LR-008                     LR-009 
 

 

LR-B1                       LR-B2                    LR-B3                   LR-B4                       LR-B5 
         LR-B4-P 

   

 LRB-01                    LRB-02                  LRB-03                  LRB-04                      LRB-05                
    

      LRB-02-P 
 

                 LR-C1                                LR-C2                     
 

 
ภาพ 6 แผนภมิูแสดงการแยกสารสกัดสวนเอธิลอะซิเตทของเขืองแขงมา 
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3.5.1 การแยกสารสกัดสวนเอธานอล 
        ทําการแยกสารสกัดสวนเอธานอล โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ และนําไปทดสอบฤทธ์ิตาน
ออกซิเดชัน  
 
3.5.2 การแยกสารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท 
        ทําการแยกสารสําคัญจากสารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท ควบคูกับการตรวจสอบฤทธ์ิตาน
ออกซิเดชัน โดยอาศัยเทคนิคทางโครมาโทกราฟ ไดแก คอลัมนโครมาโทกราฟ, Preparative 

HPLC และ Preparative TLC เพื่อใหไดสารบริสุทธ์ิ 
 
3.6 การตรวจลักษณะทางกายภาพและสเปกโทรสโกป 
        ทําการตรวจลักษณะทางกายภาพและสเปกโทรสโกปของสารบริสุทธ์ิท่ีไดโดยใชเทคนิคทาง 
สเปกโทรสโกป เชน UV, IR 
 


